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OZET

GULYALI TURK FINDIGI (Corylus colurna L.)’NIN YAPRAK EKSTRAKTI
KULLANILARAK SENTEZLENEN GUMUS NANOPARTIKULLERIN
OPTIMIZASYONU VE ANTIiFUNGAL AKTIVITESI

CEYLAN GEVREK
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 45 SAYFA
(TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Muharrem TURKKAN)

Bu calismada, giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler) sentez etmek i¢in indirgeyici
ve kaplayiciajan olarak Tiirk findigi yaprak ekstrakti kullanilmistir. Tepki Yiizey
Metodolojisinin Yiiz Merkezli Merkezi Kompozit Tasarimi, iretilen maksimum
AgNP miktarim elde etmek icin ii¢ farkli sentez degiskeninin birlesik etkisini
arastirmak igin kullanilmistir. AGQNO3; konsantrasyonu, bitki yaprak ekstrakti/AgNOs
orani ve reaksiyon siiresi sirasiyla 5 mM, 0.1 ve 90 saniye oldugunda, arastirilan
aralikta optimum AgNP iretimi elde edilmistir. UV-Vis, FT-IR ve TEM analizi,
sentezlenen AgNP’leri karakterize etmek ig¢in kullanilmistir. Ayrica, in vitro
denemelerde, alti Phytophthora tiirii (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P.
citrophthora, P. nicotianae ve P. palmivora) icin sentezlenen AgNP’lerin ECs
degerlerinin 118.68 ile 292.56 pg ml?! arasinda degistigini ortaya koymustur. Diger
taraftan, tiimfunguslar igin MIC degeri 340 pg mI™Y’in iizerinde bulunmustur. Bu
calisgmanin sonuglar, findik yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin,
Phytophthora hastaliklarinin kontroliinde kullanilmak tizere daha fazla arastirilmasi
gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Corylus colurna (L.), Giimiis nanopartikiil, Yiiz Merkezli
Merkezi Kompozit Tasarim, Phytophthora, Toksisite.



ABSTRACT

OPTIMIZATION AND ANTIFUNGAL ACTIVITY OF SILVER NANOPARTICLES
SYNTHESIZED USING THE LEAF EXTRACT OF GULYALI TURKISH
HAZELNUT (Corylus colurna L.)

CEYLAN GEVREK
ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

PLANT PROTECTION
MASTER THESIS, 45 PAGES
(SUPERVISOR: SUPERVISOR: Prof. Dr. MUHARREM TURKKAN)

The present study used hazelnut [Corylus colurna (L.)] leaf extract as a reducing
and coating agent to create silver nanoparticles (AgNPs). The Face-Centered Central
Composite Designof Response Surface Methodology was used to investigate the
combined effect of three different synthesis variables in order to obtain the maximum
amount of AgNPs produced. Optimal AgNP production was achieved within the
investigated range when the AgNO; concentration, plant leaf extract/ AgNOs ratio, and
time were 5 mM, 0.1, and 90 seconds, respectively. The UV-Vis, FT-IR, and TEM
analysis were utilized to characterize the synthesized AgNPs. In addition, in vitro
experiments revealed that the ECsg values of synthesized AgNPs for six Phytophthora
species (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P.citrophthora, P. nicotianae and P.
palmivora) varied between 118.68 and 292.56 ug ml™*. On the other hand, MIC values
for all fungi were above 340 ug ml™. The results study indicate that AgNPs synthesized
with hazelnut leaf extract should be further investigated for use in the control of
Phytophthora diseases.

Keywords: Corylus colurna (L.), Silver nanoparticles, Face-centered Central
Composite Design, Phytophthora spp., Toxicity.
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1. GIRIS

Findik (Corylus sp.) Betulacea familyasina ait bir tiir olup Tiirkiye, Balkan ve
Kafkasya bolgesinde dogal olarak yayilis gosterir. Corylus sp. agag ve ¢alimsi formda
bir bitkidir ve diinyadaki 13 farkli findik tiirtinden biridir (Molnar, 2011; Botta ve ark.,
2019). Tiirk findig1 ya da Bolu findig1 olarakta bilinen Corylus colurna yabani bir tiir
olup, 800-1700 m rakim arasinda yayilis gostermektedir. Tek dal olmasi ile diger
findik tiirlerinden kolayca ayirt edilebilmektedir. 35 metre yiikseklige ve 1.5 metre
govde capina ulagan en biiyiik findik tiiriidiir. Hem dikey hemde yatay olarak gelisen
kuvvetli kazik kok yapisina sahiptir. Kurakliga kars1 direnci yiiksek olup, -5°C ile -30
°C sicakliklara varan dayanikliliga sahiptir (Tosun, 2012). Nem istegi yiiksek olan bu
yabani tiir iilkemizde o6zellikle Bati, Orta Karadeniz ve I¢ Anadolu’nun kuzey
kesimlerinde dogal olarak yetismektedir (Polat ve Giiney 2015; Ayan ve ark., 2016;
Korkut ve ark., 2008).

C. colurna’nin en 6nemli 6zelliklerinden biri tilkemizde en ¢ok yetistirilen tiir
olan Corylus avellana’ya anag¢ olarak kullanilmasidir (Molnar, 2011). C. colurna,
diger findik tiirlerinden ¢ok daha az kok ve dip siirgiinii olusturdugu i¢in basta C.
avellana’nin kiiltiir ¢esitleri ile de genellikle iyi uyustugundan dolay1 tek dal dikim
sisteminde en degerli anag olarak kullanilmaktadir (Ayfer ve ark., 1986; Botta ve ark.,
2019). Meyveli oldugu i¢in yabani hayatin besinini olusturur ve biyogesitlilige katki
saglar. Meyveleri dogrudan tiiketilebildigi gibi seker yapiminda da kullaniimaktadir
(Arslan, 2006). Ayrica tek dal yapisina sahip iyi gelisen ve odun dokusunun
kirmizimtirak olmasi sebebiyle mobilyacilikta ve peyzajda siis bitkisi olarak

kullanilmaktadir (Molnar, 2011).

Bitkiler, insan ve hayvan hastalik ve zararlilarinin yani sira ¢esitli bitki hastalik
ve zararlilarinin kontrol etmek i¢in kullanilan birgok farkli biyoaktif bilesik iceren
degerli kaynaklardir (Alamri ve Moustafa, 2012; Lin ve ark., 2000). C. colurna
yapraklari igerdigi kuersetin, mirisetin, 1-kafeoilkinik asit, 1,3-dikaffeoilkinik asit,
katesin ve kaempferol gibi hidroksisinnamik asit tilirevleri, flavonoid tiirevleri ve
diarilheptanoidler (Benov ve Georgiev, 1994; Riethmiiller ve ark., 2014) ile halk
hekimliginde egzama, kizariklik, sislik, flebit, varis ve hemoroid semptomlarinin

tedavisinde kullanilmaktadir (Riethmiiller ve ark., 2016). Ayrica, C. colurna



yapraklarinin Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel (Ceylan ve
ark., 2013) ve antioksidan (Riethmiiller ve ark., 2016) aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Giinlimiizde cesitli bitkilerin ekstraktlar1 metalik nanopartikiillerin

sentezinde indirgeyici ve kaplayici ajan olarak kullanilmaktadir (Valli ve Vaseeharan,

2012).

Nanoteknoloji, nano boyutta (1 ile 100 nm arasi1) sentezi, nano malzemeleri ve
fiziksel, kimyasal ve biyolojik sistemlerin tek tek atomlardan veya molekiillerden
mikron alt1 boyutlara kadar degisen 6lgeklerde uygulanmasini ve ayrica ortaya ¢ikan
nano malzemelerin daha biiyiik sistemlere entegrasyonunu kapsayan disiplinler arasi
bir aragtirma alanidir (Bhushan, 2017). Nano boyut arali1 icerisinde, malzemelerin
Ozellikleri makroskopik Olcekten tamamen farkli olup, nano Olcege yaklastikca
malzemelerin birgok yeni ve yararli 6zellikleri ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle nano
boyuttaki malzemelerin yiizey/hacim oranlarinin artmasiyla birlikte yiizey enerjisi
artmakta ve daha reaktif hale gelmektedir. Boyutlarindan kaynaklanan bu gelismis
Ozellikleri ile nano malzemelerin ve nanopartikiillerin  kullanimi  hizla
yayginlagsmaktadir. Nanoteknoloji gilinlimiizde saglik, kozmetik, biyomedikal,
yiyecek, ilag-gen etkilesimi, ¢cevre, mekanik, optik, kimyasal endiistriler, elektronik,
uzay endiistrisi, enerji bilimi gibi pek cok alanda kullanilmaktadir (Ikram ve ark.,
2015). Ayrica son yillarda nanoteknoloji tarim alaninda da nanogiibre, nanobiyosensor

ve nanopestisit olarak kullanim imkanlar arastirilmaktadir (Panpatte ve Jhala, 2019;

Duncan, 2011; Kuswandi, 2016; Ebin ve ark., 2013).

Nanopartikiil sentezi, (1) asagidan yukariya sentez (Bottom-up synthesis) ve
(2) yukaridan asagiya sentez (Top-down synthesis) seklinde iki ana gruba

ayrilmaktadir.

Asagidan yukartya dogru yontemde birlestirerek sentezleme yapilir. Atomik
veya molekiiler yapilar kimyasal ve biyolojik yontemlerle birlestirilerek nano boyuta
cikarilir. Asagidan yukariya olan yontemde; asal gaz yogunlastirma, alev sentezi,
kimyasal buhar yogunlastirma, molekiiler hiizme, atom tabaka ¢dkelmesi, yanma, yas
kimyasal sentez elektro-patlama, lazer ablasyonu, sol-jel ve ultasonik sprey proliz gibi
tiretim yontemleri kullanilmaktadir (Luther, 2006; Ates ve Bahgeci, 2015; Tiiylek,
2016).



Yukaridan asagiya yOntemde ise hacimsel malzemeye mekaniksel veya
kimyasal islemlerle enerji vererek nanoboyuta indirgenmesi saglanmaktadir. En genel
olarak fiziksel agindirma ve mekaniksel 6glitme bu yonteme 6rnek olarak verilebilir.
Ancak bunlarin disinda elektro patlama, daglama, 1s1l (termik) yontem, donen soguk
ylizeyde katilastirma, gaz atomizorii, yliksek enerji, litografi asiri ultraviyole ve
yumusak litografi gibi yontemler de kullanilmaktadir (Ebin, 2008; Ates, 2015; Tiiylek,
2016).

Ayrica nanopartikiil sentezi fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak {i¢ kisma
ayrilir. Fiziksel, kimyasal ya da mikroorganizma (fungus, bakteri, alg vs.) ve bitkiler
(kok, rhizom, yumru, kabuk, yaprak, ¢igek, meyve ve tohum) kullanilarak biyolojik
yontemler (yesil sentez) ile nanopartikiil sentez edilebilmektedir. Fiziksel yontemler
ile nanopartikiil eldesinde yiiksek enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Diger taraftan
kimyasal yoOntemlerde ise genellikle yiiksek miktarda toksik kimyasallar
kullanilmaktadir. Ayrica sentez {rlinliniin pargacik reaktivitesi ve toksisitesi
arttigindan insan sagligina ve ¢evreye zarar verebilecek farkli kimyasal molekiillerin
olugsmasina neden olabilmektedir (Goia ve Matijevic 1998; Taleb ve ark., 1997; Esumi
ve ark., 1990; Henglein, 2001; Zhu ve ve ark., 2000; Pastoriza ve Liz-Marzan, 2002;
Guilger ve ark., 2019). Halbuki yesil sentez (biyolojik yontem) ile, nanopartikiillerin
eldesinde, kimyasal indirgeyici ajanlarin yerini g¢esitli bitki ekstraktlari, fungus ve
bakteri gibi canli varliklar kullanilmaktadir. Yesil sentez basit, hizli, giivenilir,
toksisite igermemesi ve ¢evre dostu olmasi nedeniyle nanopartikiil sentezinde tercih
edilmektedir (Kroger ve ark., 1999; Ahmad ve ark., 2003; Shahverdi ve ark., 2007;
Siddiqgi ve ark., 2018). Bununla birlikte, biyolojik kaynaklardan mikroorganizmalar
kullanilarak nanopartikiil sentez siireci oldukca yavas ve diisiik verimlidir. Ayrica
mikroorganizmalarin 6rneklenmesi, izolasyonu, ¢ogaltilmasi ve siirdiiriilmesi gibi bir
takim ilave siirecleri de biinyesinde barindirmaktadir (Lin ve ark., 2010). Tiim bu
nedenlerden &tiirli, metalik nanopartikiillerin sentezinde bitkisel kaynakli {iriinlerin
kullanilmast makul, elverisli ve pratik bir segenek haline gelmektedir. Ayrica, bitkiler
polifenoller (flavonoidler, fenolik asit ve terpenoidler), organik asitler ve proteinler
gibi indirgeyici ajanlarin yam sira sentezi kolaylastiran kaplayici ajanlar olarak da
hizmet eden biyolojik olarak aktif birgok bilesige de sahiptirler (Nath ve Banerjee,
2013; Ovais ve ark., 2018). Giinlimiizde c¢esitli bitkiler kullanilarak sentez edilen
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metalik nanopartikiillerin bitki hastalik etmenlerine karsi toksik aktivite gosterdigi

rapor edilmistir (Mishra ve Singh, 2015).

Diinyada tarimsal iiretimi sinirlayan en 6nemli faktorlerden biri toprak kokenli
funguslardir (Agrios, 2005). Bu funguslardan Phythophthora sp., Straminipila
(Chromista) aleminde Oomycota boliimii, Peronosporales takimi1 ve Peronosporacea
familyas1 tiyesidir. Phytophthora cinsi tarimda ve dogal ekosistemlerdeki orman
agaclarinda cok cesitli gida, yem ve siis bitkilerini enfekte eden yiizden fazla tiir igerir
(Kroon ve ark., 2012). Ornegin yanikliga, kdk ve govde c¢iiriimesine ve meyve
clirimesine neden olan Phytophthora capsici, patlicangiller, kabakgiller ve baklagiller
dahil, salatalik, patlican, domates, biber, balkabagi, kabak, kavun, kabak, lima ve kuru
fasulye gibi bitkileri enfekte eder. P. cactorum’un 60 bitki familyasina ait 200’den
fazla tiirde cokerten veya kok c¢iiriikliigli, meyve ve siirgiin cliriikliigii gibi cesitli
hastaliklara neden oldugu kaydedilmistir. Ote yandan 1000’den fazla bitki ile en genis
konukcu yelpazesine sahip olan P. cinnamomi ise 6zellikle kozalakli agaclar ve
okaliptiis gibi odunsu konukc¢ularda ciddi hastaliklara neden olmaktadir. Ayrica bir¢cok
Phytophthora tiirii, konuk¢u bitkilerin yoklugunda toprakta dinlenme miselyumu,
zoospor kistleri, kislayan zoosporangia, klamidosporlar veya oosporlar gibi ¢esitli
yapilar olusturur veya P. cinnamomi gibi digerleri toprakta saprofit olarak da
yasayabilir (Webster ve Weber, 2007).

Diinya ¢apinda Phytophthora sp.’nin olusturdugu hastaliklardan kaynaklanan
tirin kayiplarinin milyarlarca dolar oldugu tahmin edilmektedir (Wawra ve ark.,
2012). Phtophthora hastaliklar1 ile miicadelede genelde kiiltiirel 6nlem olarak ekim
nobeti, bitki artiklarinin toplanmasi ve imhasi, kullanilan alet ve ekipmanlarin diizenli
olarak temizlenmesi ve dayanikli ¢esit kullanimi tavsiye edilmekte ve kimyasal
miicadelede ise fungisitler kullanilmaktadir (Agrios, 2005). Ancak bu hastaliklarla
miicadele, toprakta uzun yillar canliliklarin1 koruyabildikleri dayanikli yapilarinin
olmast (klamidospor, oospor vd.), hepsine karsi etkili fungisitlerin olmamasi,
fungisitlere karst hizli bir sekilde diren¢ kazanmalar1 ve kullanilan fungisitlerin
maliyetlerinin yliksek olmasi nedeniyle olduk¢a zordur (Childers ve ark., 2015;
Dobrowolski ve ark., 2008; Hu ve ark., 2005; Dobrowolski ve ark., 2008; Hu ve ark.,
2008; Meng ve ark., 2011). Bu nedenle, giiniimiizde Phytophthora’larin neden oldugu

hastaliklarin miicadelesinde alternatif miicadele yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu c¢alismada, Tiirk findig1 olarak bilinen yabani findik (Corylus colurna)
bitkisinin yaprak ekstraktlar1 kullanilarak mikrodalga firin aracilifiyla giimiis
nanopartikiiller (AgNP’ler) elde edilmistir. AgNP’lerin sentez siirecine etki eden
bagimsiz degiskenleri optimize etmek i¢in Yiiz Merkezli Merkezi Kompozit Deney
Tasarimi1 ve Yanit Yiizey Metodolojisi kullanilmistir. Sentez edilen AgNP’lerin 350-
420 nm araligindaki UV-Vis spektral alan1 Tripezoid yontemle hesaplanmistir.
Optimum kosullarda sentez edilen AgNP’lerin karakterizasyonu Fourier Doniistimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ve Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM)
analizleri ile yapilmistir. Ayrica optimum kosullarda sentez edilen AgNP’lerin
antifungal etkinlikleri baz1 Phytophthora (Phytophthora cactorum, Phytophthora
capsici, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora citrophthora, Phytophthora
palmivora ve Phytophthora nicotianae) tiirleri tzerinde in vitro kosullarda
arastirilmistir. Boylece bu ¢alisma sonucunda, sentetik fungisitlere alternatif olarak
kullanilabilecek yesil sentez ile elde edilmis AgNP’ler ile Phytophthora tiirlerine karsi

daha etkili ve ekonomik bir miicadele yontemi gelistirilmeye ¢alisilmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Giliniimiizde yesil sentez yontemiyle nanopartikiil eldesi diinya ¢apinda biiyiik
ilgi goren bir ¢alisma alani haline gelmistir (El- Shafey, 2020; Huang ve ark., 2020;
Chaloupka ve ark., 2010). Bitki ekstraktlar1 kullanilarak metalik nanopartikiil sentezi
temel olarak, belirli konsantrasyonlardaki giimiis tuz ¢ozeltilerine bitki ekstraktlari
eklenerek, soliisyonda bulunan gesitli birincil ve ikincil aktif metabolitlerin giimiis
(Ag*') metalik iyonlarinin Ag® degerligine indirgemesi sonucu gerceklesmektedir.
Bitki ekstraktlari ile glimiis (Ag) nanopartikiil (NP) sentez edilip, karakterize edildigi
ve antimikrobiyal aktivitelerinin (bakteri, fungus gibi) test edildigi ¢ok sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Kumar ve ark. (2012) kara halile (Therminalia chebula) bitkisi kullanarak oda
sicakliginda AgNP sentez etmek igin, 10 ml bitki ekstraktina 2 ml, 0.01 M, Ag>SO4
soliisyonu ekleyip karisim rengi kahverengine donene kadar iyice ¢alkalamiglardir. Bu
renk degisimi AgNP’lerin olusumuna igaret olup, bu gézlem UV-Vis spektroskopi ile
dogrulanarak AgNP’lerin 452 nm’de yilizey plazmon rezonans (SPR) zirvesi

gozlenmistir.

Bir baska calismada, yalanci sagu palmiyesi (Cycas) bitki etkstrakti
kullanilarak geleneksel 1sitma yontemi ile sentez edilen AgNP’lerin UV-Vis

spektroskopisinde 449 nm’de pik verdigi gézlenmistir (Jha ve Prasad, 2010).

Zencefil (Zingiber officinale) ekstraktinin indirgeyici ajan olarak kullanildig
bir ¢caligmada, Jahan ve ark., (2020) mikrodalga yontemiyle hem giimiis hem de bakir
(Cu) NP’ler sentez etmislerdir. Elde dilen NP’lerin UV-Vis spektroskopisinde AgNP
icin 441 nm’de ve CuNP i¢in ise 566 nm’de SPR degeri alinmistir.

Gilinlimiize kadar hem geneneksel 1sitma hem de mikrodalga firin vasitasiyla
cesitli bitkilerin ekstraktlar1 kullanilarak ¢ok sayida AgNP sentez edilmistir. Ornegin,
yalanci tesbih agaci (Azadirachta indica) (Shankar ve ark., 2004), Aloe vera
(Chandran ve ark., 2006), hint 1sirgan1 (Acalypha indica) (Krishnaraj ve ark., 2010),
meskuite agact (Prosopis juliflora) (Raja ve ark., 2012), pelin otu (Artemisia
absinthium) (Ali ve ark., 2015), ekmek agaci1 (Atrocarpus altilis) (Ravichandran ve
ark., 2016), japon kamelyas1 (Camellia japonica) (Karthik ve ark., 2017), tarla
corekotu (Nigella arvensis) (Chahardoli ve ark., 2018), kadin tuzlugu (Berberis
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vulgaris) (Behravan ve ark., 2019), guaya meyvesi (Psidium guajava) (Le ve ark.,
2021), ebegiimeci (Malva parviflora) (Al-Otibi ve ark., 2021) ve Mizuna (Brassica
rapa var. japonica) (Akder ve ark., 2021)’nin yaprak ekstrakti; ac1 yavsan (Teucrium
polium) (Ghojavand ve ark., 2020) ve mavi kelebek sarmagsigi (Clitoria ternatea)
(Fatimah ve ark., 2020)’nin gigek ekstrakti; ahududu (Rubus glaucus) (Kumar ve ark.,
2017) ve siyah-beyaz abanoz (Diospyros malabarica) (Bharadwaj ve ark., 2021)’un
meyve ekstrakti; muz (Musa paradisiaca) (Bankar ve ark., 2010)’un meyve kabugu
ekstrakti; tar¢in (Cinnamon zeylanicum) (Sathishkumar ve ark., 2009), hint seytan
agaci (Alstonia scholaris) (Shetty ve ark., 2014), misir (Zea mays) (Villanueva ve ark,
2015) ve zargan (Prosopis juliflora) (Arya ve ark., 2018)’1n kabuk ekstrakti; zencefil
(Zingiber officinale) (Venkatadri ve ark., 2020)’in rizom ekstrakti;¢ay (Camellia
sinensis)  (Vilchis-Nestor ~ ve  ark., 2008), oOkaliptus  (Eucalyptus
oleosa) (Pourmortazavi  ve  ark., 2015) ve  turnagagast  (Erodium
cicutarium) (Maghsoudy ve ark., 2019)’nin bitki ekstrakti; karanfil (Syzygium
aromaticum )’in tomurcuk (Rajesh ve ark., 2018); kurkas (Jatropha curcas) (Bar ve
ark., 2009), kulthi fasulyesi (Macrotyloma uniflorum ) (Vidhu ve ark., 2011) ve
graviola agaci1 (Annona muricata) (Assungao ve ark., 2021)’nin tohum ekstrakti; hint
sarmagi@1 (Pueraria tuberosa) (Satpathy ve ark., 2018)’nin yumru ekstrakti; kadin
tuzlugu (Berberis vulgaris) (Behravan ve ark., 2019)’nun kok ekstraktt AgNP’lerin

yesil sentezinde kullanilmistir.

Bitkilerin tamami ya da ¢esitli kisimlar1 kullanilarak sentez edilen AgNP’lerin
UV-Vis spektroskopisinde genellikle absorpsiyon piklerinin 400-490 nm’de oldugu
gozlenmistir. Ayrica bu Dbitkilerden sentez edilen AgNP’lerin bazilarinin

antimikrobiyal aktivite sergiledigi rapor edilmistir.

Pelin otu (Artemisia absinthium) ekstraktini indirgeyici ajan olarak kullanilarak
sentez edilen AgNP’lerin antifungal etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, in vitro
denemelerde Phytophthora parasitica, P. infestans, P. palmivora, P. cinnamomi, P.
tropicalis, P. capsici ve P. katsurae’min miselyal gelismesini 10 pg ml?
konsantrasyonda engelledigi belirlenmistir. Ayrica doz-response g¢alismalarinda P.
parasitica ve P. capsici’ye karsi sentez edilen AgNP’lerin olduk¢a toksik oldugu ve

LCso degerlerinin sirasiyla 2.1 ve 8.3 pg ml? oldugu belirlenmistir. Bu dozlarda



funguslarin miselyal gelisimi, zoospor ¢imlenmesi, ¢im tlipli uzamasi ve zoospor

liretimi tamamen engellenmistir (Ali ve ark., 2015).

Kiltir findig1 (Corylus avellana) yaprak ekstrakti kullanilarak iiretilen
AgNP’lerin  Colletotrichum coccodes ve Penicillium digitatum’un miselyal
gelismelerine sirasiyla kontrole kiyasla yaklasik olarak %20 ve %59 oraninda

engelledigi rapor edilmistir (Eshghi ve ark., 2021).

Afrika kanarya bitkisi (Aizoon canariense) kullanilarak sicak ve soguk su ile
elde edilen ekstraktlar ile sentez edilen AgNP’lerin Alternaria alternata, Dreschlera
holder, Fusarium oxysporum lycopersici, Penicillium expansum, Rhizoctonia solani,
Phytium ultimum ve Macrophomina phasolina’ya karst etkinliginin karsilastirildigt
caligmada, sicak su eckstraktindan sentezlenen AgNP’lerin %10.17 ila %19.85
araliginda soguk su ekstraktindan daha yiiksek antifungal etki gosterdigi belirlenmistir
(Moustafa ve ark., 2021).

Limon otu (Aloysia citrodora) yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin
Pythium aphanidermatum, Paecillomyces formosus, Fusarium oxysporum f.sp.
cumini, M. phaseolina ve Botrytis cinerea’nin miselyum gelismelerini 6nemli derecede

azalttig: tespit edilmistir (Hassanisaadi ve ark., 2022).

Portakal (Citrus cinensis) kabugu ekstrakti kullanilarak kimyasal ve biyolojik
yontemler ile sentez edilen AgNP’lerin M. phaseolina iizerinde in vitro ve in vivo
kosullarda etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, AgNP’lerin (kemo-AgNP veya biyo-
AgNP) ortalama biyiikliigiiniin 32-47 nm oldugu belirlenmistir. Bitki ekstraktinin
fungal gelismeyi engellemedigi, ancak kemo-AgNP 100 ppm konsantrasyonda
%60.5 oraninda miselyal gelismeyi engellerken, biyo-AgNP miselyal gelismeyi %100
oraninda engellemistir. Sera denemelerinde ise Biyo-AgNP uygulamasinin M.
phaseolina tarafindan olusturulan ¢okerten ve komiir ciirikligi simptomlarini
azalttig1 ve saglikl bitki sayisini arttirdigi gozlemlenmistir (Mohamed ve Elshahawy,
2022).

Mango (Mangifera indica) yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin
Colletotrichum gloeosporioides {izerindeki etkisinin arastirildigr bir ¢alismada,
AgNP’lerin 50, 100, 150 ve 200 ppm konsantrasyonlarda misel gelisimini sirasiyla
4.74+0.13 mm, 6.04+0.19 mm, 8.29+0.06 mm ve 9.12+0.30 mm ¢apinda engelledigini
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belirtmislerdir (Patel ve Patel, 2022).

Yalanci tesbih agaci (Azadirachta indica) yaprak ekstrakti ile sentez edilen
AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarinin (5, 10, 15, 20, 25, 50 ppm) Alternaria
solani’nin farkli izolatlarina kars1 etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada, AgNP’lerin
izolatlara kars1 etkinliginde farkliliklar oldugu ve 50 ppm AgNP konsantrasyonunda
In vitro ve in vivo testlerde hastalik etmeninin %50 ila %70 oraninda engelledigi
belirlenmistir. Ayrica diisik konsantrasyonda AgNP (5-10 ppm) uygulamalarinin
yapraklardaki fenolik bilesik miktarini arttirdigi tespit edilmistir (Ansari ve ark.,
2023).

Yapilan bir baska c¢alismada ¢emen otu (Trigonella foenum-graecum) yaprak
ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin ¢esitli bakteriler (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ve bazi funguslar (Helminthosporium
sativum, Fusarium solani, F. oxysporum, Alternaria alternata, Candida albicans)
tizerindeki etkinligi arastirilmistir. AgNP’lerin  boyutunun 9-57 nm oldugu
belirtilmistir ve test edilen tiim mikroorganizmalara karst AgNP etkinliginin en yiiksek

oldugu tiirlerin H. sativum ve C. albicans oldugu bildirilmistir (Rizwani ve ark., 2021).

Dikenibik (Amaranthus spinosus) yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin
Klebsiella pneumonia, P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi
etkinliginin arastirlldigi bir calismada, AgNP’lerin yaklagik 19.3+0.5 mm’lik
bakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Sebastian, 2022).

Ulkemizde yapilan nanopartikiil (yesil sentez) calismalarinda son yillarda artis
goriilmektedir. Arastirmacilar farkli bitki ekstraktlar1 kullanarak AgNP’ler elde
etmisler ve bunlarin farkli bakteri ve fungal patojenlere karsi etkinliklerini

arastirmiglardir.

Oztiirk ve Oztiirk (2020) thlamur (Tilia rubra) ekstrakti kullanarak
sentezledikleri AgNP’leri C. albicans’a kars1 denediklerinde, fungusa kars1 20 ul’lik
AgNP konsantrasyonunda en yiiksek etkiyi elde ettiklerini belirtmislerdir. Yapilan bir
baska ¢alismada fasulye yaprak, kok ve govde ekstraktlari ile AGNP sentezleyerek
antifungal aktiviteleri gesitli funguslara (Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, F.
acuminatum, F. tricinctum, F. graminearum, F. incarnatum, Rhizoctonia solani,

Sclerotinia sclerotiorum ve A. alternata) karsi test edilmistir. Yaprak ekstrakti ile elde
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edilen AgNP’lerin, kok ve govde ekstraktlar: ile hazirlanan AgNP’lere gore daha
yiiksek antifungal aktivite sergiledigi gozlenmistir. AgNP’lerin diisiik (~50 pg mi?)
konsantrasyonunun bile F. tricinctum ve Colletotrichum sp.’nin gelisimini
baskilamada etkili oldugu belirlenmistir (Ediz ve ark., 2021). Sirasiyla fistik (Pistacia
vera) (Eren ve Baran, 2019) ve giil yapragi (Rosa santana) (Jahan ve ark., 2020)
kullanilarak sentez edilen AgNP’lerin E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 etkili
bulunmustur. Diger taraftan enginar (Cynara scolymus), zahter (Thymbra spicata) ve
nane (Mentha piperita) bitki ekstraklar1 kullanilarak iiretilen AgNP’lerin Bacillus
cereus, S. aureus, E. coli ve Staphylococcus typhimurium bakterilerini bir dereceye
kadar engelledikleri belirlenmistir (Erci ve ark., 2018). Ayrica, Jahan ve ark. (2020)
indirgeyici ajan olarak zencefil (Zingiber officinale) ekstrakti kullanarak sentez
ettikleri Ag ve CuNP’leri S. aureus ve E. coli bakterilerilerine kars1 denediklerinde,

her iki NP’in bakterileriyel patojenleri ¢esitli oranlarda engelledigini rapor etmislerdir.

Yapilan c¢aligmalarda nanopartikiillerin  morfolojik ve fizikokimyasal
ozelliklerinin antimikrobiyal (hem antifungal hem de antibakteriyel) etkinlikleri i¢in
oldukca kritik bir role sahip oldugu gozlenmistir. Genelde kiigiik boyut dagilimina
sahip NP’lerin, y1gin halde (agregatlasmis) olanlara kiyasla daha yiiksek reaktif
ylizey/hacim oranina sahiptir. Kii¢iikk NP’lerin bu ayirt edici 6zelligi, hiicresel yapilarla
etkilesimelerinin  kolaylastirdigindan, mikrobiyal hiicrelerde daha  giiclii
antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica AgNP’lerin CuNP’lerden daha
giiclii antimikrobiyal etkinlik gostermesinin bununla ilgili olabilecegi rapor edilmistir

(Buzea ve ark., 2007; Jia ve ark., 2012; Jahan, 2019).

Loo ve ark. (2012) ¢ay (Camellia sinensis) yapraklarindan elde edilen ekstrakt
kullanalarak AgNP’ler sentez ettikleri caligmada, AgNP’leri, UV-Vis spektroskopisi,
X-1s1m1 kirmimi1 (XRD), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve Fourier
doniistimii kizil6tesi (FT-IR) spektroskopisi ile karakterize etmislerdir. Sentez edilen
AgNP’lerin yiiz merkezli kiibik yapiya sahip oldugu ve partikiil boyutunun 4 nm

oldugu belirlenmistir.

Tarhun (Artemisia dracunculus) bitkisinin ekstrakti kullanilarak sentez edilen
glimiis montmorillonit nanokompozit malzemenin TEM analizlerinde ortalama

pargacik boyutunun 25.12 nm oldugu belirlenmistir (Omidi ve ark., 2018).
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Khane ve ark. (2022) limon (Citrus lemon) kabugu ekstrakti ile irettikleri
AgNP’leri (Taramali Elektron Mikroskop (SEM), Dinamik Isik Sagilimi (DLS), Enerji
Dagilimi X 1511 Analizi (EDX), X Isim1 Kirthimi (XRD), Ultraviyole Goriiniir Isik
Spektrokopisi (UV-Vis), Taramali Elektron Mikroskop (TEM) ve Zeta Potansiyeli ile
karakterize etmislerdir. Sentez edilen AgNP’lerin SPR degerinin 535.5 nm’de ve

boyutunun ise 7-28 nm oldugu belirlenmistir.

Yapilan bagska bir ¢alismada, TEM analizleri kantakari (Solanum
xanthocarpum) meyve ekstrakti kullanilarak sentez edilen AgNP’lerin ortalama

pargacik boyutunun 22.45 nm ve seklinin kiiresel oldugunu gostermistir (Pungle ve
ark., 2023).

Sogan (Allium cepea) kabuk eckstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin TEM
analizleri, partikiillerin polidisperdisite gosterdigi ve boyutlarinin 8.44 ve 19.93 nm
arasinda degistigini gostermistir (Baran ve ark., 2023).

Malabar 1spanagi (Basella alba), firildak ¢i¢cek (Tabernaemontana divaricata)
ve yesil sogan (Allium fistulosum) ekstraktlari ile sentez edilen AgNP’lerin TEM
analizi sonucunda AgNP boyutlarinin sirastyla 40 nm, 55 nm ve 57 nm oldugu

gozlenmistir (Vinodhini ve ark., 2022).

Mikrodalga firmin NP’lerin sentez hizina etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
dag diigiim otu (Aerva lanata) bitkisinin yaprak ekstrakti kullanilarak altin (Au) ve
giimiis (Ag) nanopartikiiller sentez edilmistir. Mikrodalga ile 1sitmanin nanopartikiil
olusum hiz1 tizerindeki etkisi oda kosullarinda sentez edilen nanopartikiiller ile
kiyaslanmistir. Calisma sonunda, mikrodalga ile nanopartikiil sentezinin 6nemli bir
zaman tasarrufu sagladigini belirlenmistir. Ayrica sentez edilen AuNP’lerin 18.62 nm
ve AgNP’lerin ise 17.97 nm boyutlarinda oldugu belirtilmistir (Joseph ve Mathew,
2015).

Bir baska calismada, mikrodalga firin vasitasiyla Okaliptus (Eucalyptus
globulus) yaprag ekstrakti araciligi ile sentez edilen AgNP’ler UV-Vis spektroskopisi,
XRD, TEM, SEM-EDX, TGA (Termogravimetrik Analiz) ve FT-IR analizleri ile
karakterize edilmistir. Mikrodalga ile sentez edilen AgNP’lerin 1.9-4.3 nm
boyutlarindayken, geleneksel 1sitma yontemi ile sentez edilen AgNP’lerin 5-25 nm

boyutlarinda oldugu gozlenmistir. Ayrica geleneksel 1sitmaya kiyasla mikrodalganin
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reaksiyon hizini 20 kat arttirdig1 ifade edilmistir (Ali ve ark., 2015).

Nanopartikiil sentez siireclerinde etkili olan pH, sicaklik, ekstrakt ve metalik tuz
konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi gibi faktorler oldukga hayati 6neme sahiptir. Bu
parametrelerin optimize edilmesi, herhangi bir sentez prosediiriiniin gelistirilmesinde
kritik bir adim olarak degerlendirilmektedir (Pourmortazavi ve ark., 2015).
Matematiksel modellerin ve istatistiksel analiz yontemlerinin birlikte kullanilarak
yuksek verimin uygun ekonomik kosullarda elde edildigi optimum kosullarin
belirlenmesi i¢in bagimsiz degiskenlerin optimizasyonu bu siirecin en Onemli

basamagidir.

Kahrilas ve ark. (2014) mikrodalga firin araciligiyla gesitli turunggil tiirleri
(portakal, greyfurt, tangelo, limon ve misket limonu)’nin kabuk ekstraktlarin
kullanarak AgNP’ler sentez ettikleri ¢alismada, sentez faktorleri olan zaman, sicaklik
ve basing kosullari bir RSM yontemi olan Box-Behnken tasarimi ile optimize
etmiglerdir. Calisma sonucunda AgNP’lerin sentezi igin optimum kosullar sirasiyla 15
dk, 90 °C ve 15 psi olarak belirlenmistir. Ayrica AgNP’lerin sentezinde sadece
portakal kabugu ekstrakti basarili bulunmustur. AgNP’lerin karakterizasyonu UV-Vis
spektroskopisi, XRD, floresan emisyon spektroskopisi (FS) ve TEM ile dogrulanmis
ve ortalama partikiil boyutunun 7.4 nm oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Calismada Kullamilan Materyaller
3.1.1 Bitki Materyali
Calismada bitki materyali olarak kullanilan Tirk findigi (Corylus colurna)

bitkisinin yaprak 6rnekleri Ordu ili Giilyali ilgesinden toplanmustir.

3.1.2 Kimyasallar ve Besin Ortamlari
Gilimiis nitrat (AgNOs3), hidroklorik asit (HCI), sodyum hidroksit (NaOH), etil
alkol, Agar agar (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ve V8- sebze suyu agar

calismanin kimyasal ve besin ortamini olusturmaktadir.

3.1.3 Funguslar

Calismada kullanilan Phytophthora (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P.
citrophthora, P. palmivora ve P. nicotianae) tiirlerine ait izolatlar Ordu Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Anabilim Dali Laboratuarindaki

fungal kiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2 Calismada Izlenecek Yontem
3.2.1 Bitki Materyalinin Kurutulmasi

Araziden toplanan findik yapraklari tizerindeki kirliligi azaltmak igin dnce
musluk suyu altinda yikanmis takiben de saf suda yikanip, etiivde (Ecocell LSIS-
B2V/EC111, MMM Group, Almanya) 60°C de 3-5 giin kurutmaya birakilmstir.
Kuruyan bitki materyalleri daha sonra kullanilmak {izere polietilen torbalarda oda

sicakliginda ve karanlik bir ortamda saklanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Findik Yapraklarinin Araziden Toplanmasi, Kurutulmasi ve Saklanmasi
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3.2.2 Findik Yaprak Ekstraktinin Elde Edilmesi

250 ml’lik beherlerin igerisine daha onceden kurutulmus findik yapragi
orneginden hassas terazide 5 gr tartilip tizerine 100 ml saf su eklenerek manyetik
karistiricili bir 1sitictda (MTOPS Ms300 Hsin Chu, Tayvan) 80°C’de 30 dk boyunca
kaynatilmistir. Daha sonra oda sicakliginda sogutulan ekstrakt dort katli bir tiilbentten
stiziilmiistiir. Takiben posa kismi atilmis ve sivi kismi 100 m1’lik erlenler i¢erisinde bir
orbital karistirict (Niive SL 350, Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S.,
Tiirkiye) lizerinde sirastyla kaba filtre ve Whatman No.l1 (Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) filtre kagidi araciligryla stiziilmeye birakilmistir (Sekil 3.2). Elde edilen sivi
kistm 10000 rpm’de 10 dk. santrifiij (Hettich Mikro 220, Hetttich EBA 200, Merck
KGaA, Almanya) edilerek elde edilen siipernatantlarin, pH’lar1 (Hanna HI 2211,
Hanna Instruments, Almanya) kontrol edildikten sonra kullanilincaya kadar +4°C’de

saklanmistir.

Sekil 3.2 Findik Yaprak Ekstraktinin Hazirlanma
Asamalari
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3.23 Mikrodalga Firmm ile Findik Yaprak Ekstraktindan Giimiis
Nanopartikiillerin Sentezi

Ilk olarak mikrodalga firin (MD 554, Arcelik, Kog Holding, Tiirkiye) aracilig
ile findik yaprak ekstraktlarindan AgNP’ler elde etmek icin sentez siireci lizerine etki

eden faktorlerin belirlenmesi amaciyla 6n denemeler yapilmistir.

Bu amagla AgNO3 tuzlarinin farkli konsantrasyonlan (1, 2.5, 5, 7.5, ve 10
mM), bitki ekstraktinin farkli oranlari (%0.5, %1 ve %2.5), ekstraktin farkli pH
degerleri (5.2 ve 10) ve farkli reaksiyon siireleri dikkate alinarak 800 watt giic
seviyesinde mikrodalga firinda sentez edilmistir (Sekil 3.3). Bu siire¢ sonunda
¢ozeltide meydana gelen renk degisiklikleri giimiis iyonlarinin indirgendiginin kaniti
olarak kabul edilmis ve AgNP varligi 200-700 nm dalga boyunda tarama yapan UV-
Vis spektrofotometre (UV-Vis spektrofotometre, PerkinElmer Lambda 35, ABD) ile

absorbans (A.U) olarak belirlenmistir.

3.00
2.75
2.50
2.25
2.00
175
1.50
1.25

1.00 —5mM
0.75

Q 25mM
0.50

2\
N —1mM
%%—&p—,_,—‘
0.00 + — T T T —

0.25
225 275 325 375 425 475 525 575 625 675
Dalga boyu (nm)

———pH5.2
———pH 10

—— %2.5 ekstrakt
—— %1 ekstrakt
—— %0.5 ekstrakt
———10mM

Absorbans

—75mM

Sekil 3.3 Findik Yaprak Ekstrakti ile Giimiis Nanopartikiil
Sentezi ve UV Spektrasi
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3.2.4 Yanit Yiizey Yontemi ile Sentez Parametrelerinin Optimizasyonu

Bu ¢alismada Yanit Yiizey Yontemi kullanilarak findik yaprak ekstrakti ile
AgNP sentez siirecinin optimizasyonunda degisken parametrelerin etkilerinin
belirlenmesi ve deney sayisint azaltmak amaglanmistir. Bu amacla giimiis
nanopartikiillerin yaklasik 5-50 nm boyutlarinda AgNP’lerin kantitatif varligini temsil
eden 350-420 nm dalga boylarindaki spektral egri altindaki tahmini alan basit bir orta
nokta kurali (trapezoidal rule) Excel ile hesaplanarak farkli tiretim parametreleri ile
iligkisini veren matematiksel formiil tespit edilmistir (Chowdhury ve ark., 2016).
Deneysel tasarim ve istatistiksel analizler Design Expert (versiyon 13, Stat-Ease, Inc.,

USA) programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calismada AgNP sentezi igin, AgNOs konsantrasyonu, bitki yaprak
ekstraktinin AgNO3 konsantrasyona orani ve mikrodalga firin reaksiyon siiresi(sn)
olmak iizere 3 farkli bagimsiz degisken optimize edilmistir (Cizelge 3.1). Degisken
parametrelerin yanit tizerindeki etkilerinin belirlenmesinde Yiiz Merkezli Merkezi
Kompozit Tasarim (Face-Centered Central Composite Design, FCCCD) dizayni
kullanilmistir. FCCCD dizaynina gore her bir bagimsiz degiskenin 3 farkli seviyesi
kullanilarak 6 tanesi merkez noktada olmak tizere toplam 20 deneme

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2).

Regresyon analizlerin de esitlik 1°de verilen 2. dereceden polinomial esitlik
kullanilmigtir. Bu esitlikte Y, spektral alan (350-420 nm); X degerleri bagimsiz
degiskenleri (AgNO; konsantrasyonunu, bitki yaprak ekstraktinin  AgNO;
konsantrasyonuna orani ve reaksiyon siiresini) ifade ederken; p degerleri ise regresyon

katsayilarin1 gostermektedir.

Program fonksiyonlar1 belirlenirken; her bir basamakta ‘sequential F-tests’ ve
‘Lack of fit’ kontrolleri yapilmistir. Ayrica programin yanit i¢in onerdigi model
belirlenirken R? (R squared) degeri, ayarlanmis R? (adjusted R squared) degeri ve
ongoriilen R? (predicted R squared) degerleri dikkate almmustir. Sonra onerilen
fonksiyonlarm hangisinin dahaiyi bir deneysel tasarimi modelledigi ANOVA tablolari

kullanilarak belirlenmistir. Ayrica en iyi modelleme yapan fonksiyon belirlenirken;
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model (6nemli), lack of fit (6nemsiz), model terimleri [(Prob>F) <0.05], R?3(~1),
adjusted R?(~1), predicted R?(~1), adjusted R? ~ predicted R?, coefficient of variation
(C.V, %; minimum) kriterlerinin tamamini en iyi sekilde karsilayacak fonksiyon
secilmigtir. Deneysel tasarimi modelleyen en iyi fonksiyon belirlendikten sonra,
program tarafindan RSM iki boyutlu (2D contour) ve ti¢ boyutlu (3D response surface)

grafikleri olusturulmustur.

Sentez i¢in optimum kosullar belirlendikten sonra elde edilen nanopartikiiller
oda sicakliginda tularak 15.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis silipernatant kismi
atilmigtir. Dipte kalan kisim ise su ve etil alkol ile birkag kez yikandiktan sonra 80
°C’de etiivde 5 saat boyunca kurutulmustur. Elde edilen toz kisim sonraki ¢alismalarda
kullanilmak tizere oda sicakliginda karanlik bir ortamda saklanmuistir.

Cizelge 3.1 Giimiis Nanopartikiillerin Yesil Sentezi I¢in Belirlenen Bagimsiz
Degiskenlerin Alt ve Ust Smir Degerleri

Kodlanmis Bagimsiz degisken Birim Min. Max. Y Seviye - Ortalama std.

Diisiik Yiiksek Hata
A AgNOs konsantrasyonu mM 1.0 5.0 110 150 3.0 1.45
B Ekstrakt/AgNOs oran1 - 0.1 0.5 101 105 0.3 14.51
C Reaksiyon siiresi sn 10.0 90.0 1100 1+900 50.0 29.02

Cizelge 3.2 Yiiz Merkezli Merkezi Kompozit Tasarim (FCCCD)
AgNOs3(mM)  Ekstrakt/AgNOs Orani Reaksiyon Siiresi (sn)

Std

Py
c
=}

(A) (B) (©)

19 1 3 0.3 50
20 2 3 0.3 50
16 3 3 0.3 50
4 4 5 0.5 10

2 5 5 0.1 10

9 6 1 0.3 50

11 7 3 0.1 50
3 8 1 0.5 10

15 9 3 0.3 50
8 10 5 0.5 90

18 11 3 0.3 50
5 12 1 0.1 90

17 13 3 0.3 50
13 14 3 0.3 10
6 15 5 0.1 90

7 16 1 0.5 90

12 17 3 0.5 50
10 18 5 0.3 50
14 19 3 0.3 90
1 20 1 0.1 10
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3.2.5 Sentez Edilen Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.2.5.1 UV-Vis Spektroskopisi

Sentez edilen AgNP’lerin absorbans spektrumlari 200-1100 nm dalga boyu
araliginda (1 nm aralik ile) tarama yapan UV-Vis spektrofotometre (PerkinElmer
Lambda 35, ABD) ile belirlenmistir. AgNP soliisyonlart mikropipet yardimiyla quartz
kiivetlere alinip, saf su ile 10 kat (veya ihtiya¢ duyulursa daha yiiksek oranlarda)
seyreltildikten sonra, 200-700 nm araligindaki spektrumlart kaydedilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 UV-Vis Spektroskopisi

3.2.5.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Findik yaprak ekstraktinin ve optimum kosullarda findik yaprak ekstrakti ile
sentez edilen AgNP’lerin yapilarindaki farkli fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi
edinmek i¢in FT-IR spektroskopisi (PerkinElmer Spektrum 65, ABD) kullanilmistir.
Analiz i¢in, sentezlenen AgNP’lerin ve bitki yaprak ekstraktinin 1 mg’lar1 200 mg KBr
ile kanstirildiktan sonra bir pelet halinde preslenerek ve o6rneklerin FT—IR
spektrumlar1 gecirgenlik modunda 4000-400 cm™ dalga boyu arahiginda tespit

edilmistir.

3.2.5.3 fletimli Elektron Mikroskobu (TEM)
Optimum kosullarda sentez edilen AgNP’lerin boyut ve morfolojik yapilart TEM
(Hitachi HT7700, Hitachi Ltd., Japonya) analizi ile ayrintili olarak ortaya konulmustur.
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3.25.4 Sentez Edilen Giimiis Nanopartikiillerin Antifungal Etkinliklerinin
Belirlenmesi

Optimum kosullarda sentez edilen AgNP’lerin antifungal aktivitesi 6
Phytophthora (P.cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. nicotianae
ve P. palmivora) tiirii iizerinde in vitro kosullarda Tiirkkan (2013)’1n yonteminin zayif

bir modifikasyonu ile belirlenmistir.

Sentez edilen AgNP’lerin farkli konsantrasyonlari (42.5, 85, 127.5, 212.5, 255,
297.5 ve 340 pg ml™) otoklavda sterilize edilmis ve 50°C’ye sogutulmus 50 m1’lik V8
agar ortamina eklenmistir. AgNP’ler magnetik karistirict ile karistirilarak homojen bir
sekilde tiim besin ortamina karismasi saglandiktan sonra 6 cm gapindaki cam petri
kaplarina 10 ml olacak sekilde paylastirilmistir. Bu petriler, daha onceden besin
ortamlarinda gelistirilmis olan 7 giinliik fungus kiiltiirlerinden mantar delici ile alinan
5 mm ¢aph miselyal diskler ile inokule edilmistir. Ayni kosullarda inkiibe edilen
kontrol grubu (sadece V8 agar besin ortami igeren) petrilerdeki funguslarin gelismeleri
giinliik olarak izlenerek petriyi kaplamaya yakin oldugunda, kontrol ve AgNP’lerinin
farkli dozlarmiigeren petrilerdeki funguslarin gelisimleri ortagonal (uzun ve kisa
kenar) olarak dijital kumpas (TorQ 150 mm Digital Caliper, Cin) ile 6l¢iilmistiir.
Miselyal gelismenin engellenmesi asagidaki formiil kullanilarak % engelleme olarak
hesaplanmigtir. Deneme her AgNP konsantrayonu igin 6 tekerriirlii olacak sekilde

yapilmistir.

% Engelleme = [(kontrol petrilerindeki fungal gelisme-AgNP eklenmis
petrilerdeki fungal gelisme) / kontrol petrilerindeki fungal gelisme ]*100

Funguslarin miselyal gelisimlerini %50 oraninda azaltan konsantrasyon
(ECso=etkili konsantrasyon)’u hesaplamak icin probit analizi (IBM SPSS Istatistik
Programi, versiyon 2019, New York, ABD) kullanilmigtir. Misel biiylimesini tamamen
engelleyen minimum inhibe eden konsantrasyon (minimum engelleyici

konsantrasyon, MIC) degeri ise paralel denemelerle belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Findik Yaprak Ekstrakti ile Giimiis Nanopartikiillerin Mikrodalga Firin
Araciligi ile Yesil Sentezi

Findik yaprak ekstraktinin indirgeyici ajan olarak kullanildig1 bu ¢alismada
mikrodalga firn aracihigi ile glmiis nanopartikiill (AgNP)’lerin yesil sentezi
yapilmustir. Baslangigta renksiz olan AgNOj; ¢ozeltisinin {izerine bitki yaprak ekstrakti
eklendikten sonra 800W’da 10-90 sn araliginda mikrodalgada AgNP sentez edilmistir.
Sentez iriiniindeki renk degisimleri bize Ag'' iyonlarmm Ag’ iyonlarina
indirgendigini gostermektedir. Bitki yaprak ekstrakti kullanilarak AgNP sentez islemi
sonucunda soliisyonlarda renk degisimi (agik ve koyu tonlarda) makroskobik olarak
gozlenmistir (Sekil 4.1). Ayrica sentezlere ait tipik ylizey plazmon rezonans (SPR)

degerine ait absorbansin 398 ve 411 nm’de oldugu UV-Vis spektrofotometre ile ortaya

konmustur.
1,50
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1,25 4 -~ — — AgNP (sentez2)
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'I/ s \ Gimis nitrat
1,00 4 ’:/ ‘
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w ' 1
c ,/ \ \
3 ! \
§ 075 \ ! '\
3 i/ ‘\
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Sekil 4.1 Mikrodalga Firin ile Sentezlenen AgNP’lerin UV Spektralar1 ve
Soliisyondaki Renk Degisimi
Onceki calismalarda da hem geleneksel 1sitma ydntemleri hem de mikrodalga
ile AgNP sentezinde iiriinlerde renk degisimi rapor edilmistir. Baran (2019), kiraz
(Prunus avium) yapragi ekstrakti kullanilarak oda kosullarinda AgNP sentez ettigi
calismada, baslangicta sar1 renkte olan kiraz yapragi ekstraktinin sentez sonrasinda
kahverengiye dondiigiinii ve UV-Vis spektrasinin 427 nm oldugunu belirlemistir.

Bagka bir ¢alismada ¢orek otu (Nigella sativa) ekstrakti kullanarak el ile ¢alkalama
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sonucunda AgNP sentezlendigi calismada, baslangigta sar1 renkte olan bitki
ekstraktinin sentez sonrasinda kahverengine dondiigiinii UV-Vis spektrasinin ise 426.5
nm oldugu belirtilmistir (Aktepe, 2021). Jahan ve ark. (2019)’nin giil (Rosa santana)
petallerinden elde ettikleri ekstrakt ile mikrodalga yontemini kullanarak AgNP sentez
ettikleri ¢alismada, ilk basta kirmizi olan ekstraktin sentez sonucunda koyu
kahverenge dondiigiinii belirtmislerdir. Yine ayn1 arastirmacilar mikrodalga araciligi
zencefil (Zingiber officinale) ekstrakti ile sentez ettikleri AgNP {iriniinde de renk
degisimini makroskobik olarak gozlemlemisler ve UV-Vis spektrasinin 438 nm

oldugunu ortaya koymuslardir (Jahan ve ark., 2020).

Mikrodalganin NP’lerin sentez hizina etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, dag
diigiim otu (Aerva lanata) bitkisinin yaprak ekstrakti kullanilarak altin (Au) ve giimiis
(Ag) nanopartikiiller sentez edilmistir. Mikrodalga ile isitmanin NP olusum hiz1
tizerindeki etkisi oda kosullarinda sentez edilen NP’ler ile kiyaslandiginda, mikrodalga
ile NP eldesinin 6nemli bir zaman tasarrufu sagladigini belirlemislerdir. Ayrica sentez
edilen AuNP’lerin 18.62 nm ve AgNP’lerin ise 17.97 nm boyutlarinda oldugu
belirtilmistir (Joseph ve Mathew, 2015).

Bir bagka calismada, okaliptus (Eucalyptus globulus) yaprak ekstrakti ile
AgNP’ler sentez edilmistir. Geleneksel 1sitmaya kiyasla mikrodalganin reaksiyon
hizm1 20 kat arttirdigi ve NP boyutunu yaklasik 2.5 ila 6 kat kiigiilttiigiini
belirlemiglerdir (Ali ve ark., 2015).
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4.2 UV-Vis Spektrum Analizi

Sentez sonrasi glimiis nanopartikiil varli§i UV-Vis spektrum oSlgiimleri ile
tespit edilmistir. Findik yaprak ekstrakti kullanilarak giimiis nanopartikiil sentez islemi
tamamlandiginda, AgNP’ler agik ve koyu kahverengi renk degisimi ile makroskobik
olarak sentezlenen liriinde gozlemlenmis ve bunlara ait tipik yiizey plazmon rezonans
(SPR) degerinin 396-411 nm araliginda oldugu UV-Vis spektrofotometre ile ortaya
konmustur. AgNP sentezinin gostergesi i¢in spektral zirve araligi literatiirde 400-480
nm (Sneeran ve ark., 2008) arasinda oldugu ve 350-420 nm araliginda AgNP
biiylikliigiiniin yaklagik 5-50 nm biiytiikliikte oldugu bildirilmistir (Gurunathan ve ak.,
2009; Noroozi ve ark., 2012). Calismada, glimiis nitratin farkli konsantrasyonlari (1, 3
ve 5mM) ve bitki yaprak ekstraktinin farkli oranlari (%0.1, 0.3 ve 0.5) ile 10, 50 ve 90
sn reaksiyon siirelerinde sentez edilen 20 farkli sentezin UV-Vis spektralar1 ve bunlara
iligkin sentezlerdeki renk degisimleri Sekil 4.2a ve 4.2b’de verilmistir. Ayrica Sekil
4.3’te 20 farkli sentezin 350-420 nm araliindaki alanlarina ait trapezoidal

hesaplamalar gosterilmistir.

a 225
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Sekil 4.2 Sentez Edilen AgNP’lerin UV-Vis Spektralari (a) ve Renk Degisimleri (b)
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0,00 Run-10
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115,2425
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Sekil 4.3 Sentez edilen AgNP’lerin 350-420 nm Araligindaki Alanlar

(Trapezoidal Yontem Kullanilarak Excel ile Hesaplanmistir)

4.3 Optimum Noktanin Belirlenmesi

Deney tasarimi i¢in Yanit Yiizey Yontemi kullanilmig ve 350-420 nm
araligindaki AgNP iiretiminin maksimize edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla Yiiz
Merkezli Merkezi Kompozit Tasarim (FCCCD) modeli kullanilarak bagimsiz
degisken olarak belirlenen parametrelerin (AgNOs konsantrasyonu, findik yaprak
ekstrakti/AgNO; orani, reaksiyon siiresi) bagimli degisken yani 350-420 nm spektral
bolgesi altinda kalan alan {izerine etkileri degerlendirilmistir. Degiskenler ve bunlarin

seviyeleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Yiiz Merkezli Merkezi Kompozit Tasarimi1 (FCCCD) ve Trapezoidal Alan

Verileri
RUN A:AgNOs B:Ekstrakt/AgNO; C:Reﬁaksi.yon Alan (350-420 nm)
konsantrasyonu orani Siiresi
mM mi sn
1 3 0.3 50 39.0243
2 3 0.3 50 37.5378
3 3 0.3 50 37.6153
4 5 0.5 10 34.3898
5 5 0.1 10 63.1126
6 1 0.3 50 12.6959
7 3 0.1 50 48.3042
8 1 0.5 10 8.94065
9 3 0.3 50 39.8173
10 5 0.5 90 64.2034
11 3 0.3 50 38.8073
12 1 0.1 90 21.8492
13 3 0.3 50 36.4928
14 3 0.3 10 29.1441
15 5 0.1 90 115.243
16 1 0.5 90 16.2441
17 3 0.5 50 26.6554
18 5 0.3 50 68.3551
19 3 0.3 90 54.4729
20 1 0.1 10 13.3628
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Deney tasariminin uygulanmasi sonucunda FCCCD modeline ait istatistiksel
veriler degerlendirildiginde, yazilimin quadratic modeli tavsiye ettigi belirlenmistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 FCCCD Model istatistikleri

F-degeri P-degeri
(Lack of (Lackof R?
Fit) Fit)

Kareler Kareler F- P-
Toplam Ortalamas1 degeri degeri

Ayarlanms Tahminle

Model R nen R?

Mean vs Total 740.75 1 740.75

Linear vs
Mean

2F1 vs Linear 261 3  0.8701 19.12 <0.0001 7.05 0.0229 0.991 0.9868 0.9601
Quadratic vs

6231 3 20.77 103.8 <0.0001 29.73 0.0008 0.9511 0.942 0.8913

oFI 0.3749 3 0.125 5.76 0.0149 35 0.0978 0.9967  0.9937 0.9659 Onerilen
Cubic vs .
Quadratic 0.1686 4 0.0421 524 0.0367 0.0051 0.9457 0.9993  0.9977 0.9981 Aliased
Residual 0.0483 6 0.008

Total 806.27 20 40.31

Cizelge 4.3’de yer alan quadratik modele ait F degerinin yiiksek ve p degerinin
ise 0.0001’den diisiik olmasi modelin tahmin etme yeteneginin gii¢lii oldugunu
gostermektedir. Model terimlerinden A, B, C, AB, AC ve A?ve C?’nin 6nemli oldugu
goriilmektedir (P<0.05). Ayrica Lack of fit degeri (0.0978)’nin 6nemsiz oldugu
belirlenmistir. Bu degerler bize modelin tahminleme giiciliniin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan modele ait hem R? degeri (0.9966) hem de ayarlanmus
RZdegeri (0.9937) oldukca yiiksektir. Onceki ¢alismalar R? degerinin 1°e yakin olmas1
istatistiksel modelin uygun oldugunun bir gostergesi oldugu rapor edilmistir (Reddy
ve ark., 2008). Tiim bu sonuglar bize deneysel ve tahmini sonuglar arasindaki uyumun

oldukga iyi oldugunu gostermektedir.

Calismada, yanitlar arasindaki maksimum (115.243) minimuma (8.94065)
orani 10’dan biiyiik oldugu igin veri doniisiimii gerekmektedir. Bu nedenle, istatistiksel
analizden once, kare kok (transformasyonu) kullanilarak yanitlar normal dagilima
uyacak sekilde doniistliriilmiistiir. Bu quadratik (ikinci dereceden) modelin 6nemi,

varyans analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.3 Quadratic Modele ait ANOVA Analizleri

Kareler Kareler F-dederi -dederi
Toplami Ortalamasi egert  p-degen
Model 65.3 9 7.26 334.58 <0.0001 Onemli
(An'] Q%N% konsantrasyonu 4801 1 4801 221389 < 0.0001
B-Extrakt/AgNO3; oran1 6.24 1 6.24 287.74 <0.0001
C-Reaksiyon siiresi (sn.) 8.06 1 8.06 371.9 < 0.0001
AB 1.53 1 1.53 70.34 < 0.0001
AC 1.04 1 1.04 47.82 < 0.0001
BC 0.0482 1 0.0482 2.22 0.1669
A? 0.2 1 0.2 9.22 0.0125
B2 0.0455 1 0.0455 2.1 0.1781
C? 0.1149 1 0.1149 5.3 0.0441
Residual 0.2168 10 0.0217
Lack of Fit 0.1686 5 0.0337 3.5 0.0978  6nemsiz
Pure Error 0.0482 5 0.0096
Cor Total 65.51 19
R? 0.9967
Ayarlanmis R? 0.9937
Tahminlenen R? 0.9659

Calismada AgNP iiretimi ilizerine degisken ve onlarin karsilikli etkileri
arasindaki iliskiyi gostermek i¢in 3D ve 2D kontur grafikleri kullanilmistir. AGNO;
konsantrasyonu ve findik yaprak ekstrakt/AgNO3 orani arasindaki iliski Sekil 4.4’te
verilmistir. Bu grafige gére AGNOj3; konsantrasyonu arttikca sentez edilen AgNP
tiretiminin (350-420 nm araliginda) alani da artmaktadir. Ancak ekstrakt/AgNO3
miktarinin artmasi bu durum paralelinde degildir. Dolayisiyla AGNOs; konsantrasyonu
5 mM ve ekstrakt/AgNO; orani 0.1 oldugunda alan maximum olmaktadir. Diger
taraftan AgNO; konsantrasyonuna paralel olarak reaksiyon siiresi de arttik¢a alan
(AgNP iiretim miktar1) bliyiimektedir. Ancak reaksiyon siiresine paralel olarak
ekstrakt/AgNO; orani arttik¢a alan artmamakta, tersine azalis gostermektedir. Bu
bulgular Cai ve ark. (2017)’nin sonuglari ile uyumlu olup, mikrodalga firin gii¢ ve
sentez siiresini ayarlayarak 700-850 watt/dk. 100 ml’lik soliisyonda yiiksek kalitede
AgNP iiretiminin gerceklestigi belirlenmistir. Dahas1 daha diisiik gli¢ durumlarinda
glimiis iyonlarimin tamamen indirgenemeyecegini ve bununda daha diisiik AgNP
tiretimi  ile sonuglandi@ini  belirtmislerdir. Saleeb ve ark. (2020) AgNO;
konsantrasyonunun ve sentez siiresinin SPR iizerindeki etkilerinin benzer oldugunu ve
her ikisininde artisina paralel olarak AgNP kalitesinin arttigini tespit etmislerdir.
Ayrica AgNP sentezi i¢in Krishnaraj ve ark. (2012) 6 ml yalanci tesbih agaci
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(Azadirachta indica) yaprak ekstresi ve 1 mM AgNO; ¢ozeltisini igeren 50 ml

reaksiyon ortaminin optimum oldugunu ortaya koymuslardir.
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Sekil 4.4 Bagimsiz Degiskenlerin Giimiis Nanopartikiil Uretimi Uzerine
Etkilerinin Incelendigi Ug boyulu Yanit Yiizey Kontiir Grafikleri
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4.4 Modelin Dogrulanmasi
Findik yaprak ekstrakti kullanilarak mikrodalga firin ile AgNP iiretim

kosullarinin optimizasyonundan elde edilen sonuglar kullanilarak, sentez sonrasi
saglanan verilerin uyumlulugu Sekil 4.5’te yer alan grafikte gosterilmistir. Deneysel

veriler ile tahmini verilere ait modelin R? degeri 1’e oldukga yakindir.

12

10 1 y = 0,9959x + 0,0242
R? = 0,9966

Tahmini veri

2 I T I T
2 4 6 8 10 12

Deneysel veri

Sekil 4.5 Findik Yaprak Ekstrakti Kullanilarak Mikrodalga ile
Guimiis Nanopartikiil Uretiminin Optimizasyon Calismasi
ile Elde Edilen Modelin Deneysel Veriler ile Uyumlulugu
4.5 Optimum Noktanin Belirlenmesi ve Gegerliligi
Optimizasyon c¢aligmast sonucunda istenilirlik derecesi 1 olan kosullar
belirlenmistir. Bu kosullar 5 mM AgNO3 konsantrasyonu, findik yaprak ekstrakti/AgNO3
orani (0.1) ve 90 saniye reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda 5
tekrarli sentez gerceklestirilmis olup, sentezler sonucunda model 115.417 alan degeri
tahminlerken ortalama alan 115.899 olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla bu deneysel ve

tahmini degerler uyum gosterdigi goriilmektedir.
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4.6 Tletimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Optimum kosullarda sentezlenen AgNP’lerin yiizey morfolojisi ve boyutu
TEM ile belirlenmis olup, Sekil 4.6’da verilmistir. Elde edilen TEM goriintiileri ile
nano boyutta sentezin gerceklestigi, yiizey morfolojisinin  kiiresel oldugu
goriilmektedir. 60 farkli noktada partikiillerin boyutu 6l¢iilmiis ve ortalama partikiil

boyutunun 19.63 nm oldugu hesaplanmustir.

x40.0k Zoom-1 HR-1105.0kV 2022/12/19 13:48:32
Hitachi TEM system 200nm

Sekil 4.6 Findik Yaprak Ekstrakti ile Sentez Edilen Giimiis Nanopartikiillerin
TEM Goriintiisii

Onceki caligmalarm sonuglari ¢alismamiz paralelinde olup, farkli bitkilerin
ekstraktlari kullanilarak sentez edilen AgNP’lerin boyutlarinin kii¢iik ve sekillerinin
kiiresel oldugu rapor edilmistir. Ornegin yalanci tesbih agac1 (Azadirachta indica)
bitkisinin indirgeyici ajan olarak kullanildig1 bir ¢calismada sentez oda sicakliginda
gerceklestirilmis ve TEM sonuclarina gore elde edilen iiriiniin seklinin yuvarlak ve
partikiil capinin 34 nm oldugu belirlenmistir (Ahmed ve ark., 2016). Jemilugba ve ark.
(2019)’nin ¢ali sogiidii (Combretum erythrophyllum) bitki esktrakti kullanillanarak
manyetik karistiric tizerinde 1sitilarak gerceklestirilen bir sentezde ortalama partikiil
capinin 13.62 nm oldugunu belirlemislerdir. Ultrasonik destekli gerceklestirilen baska
bir galismada aga¢ minesi (Lantana camara) bitki ekstrakti kullanilmig ve elde edilen
AgNP’lerin seklinin yuvarlak ve boyutunun ise 33.8 nm oldugu belirtilmistir
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(Manjamadha ve Muthukumar, 2016). Jahan ve ark. (2019)’nin giil (Rosa santana)
petal ekstrakti ile mikrodalga destekli AgNP sentezi gergeklestirdikleri bir caligmada,
elde ettikleri AgNP’lerin seklinin yuvarlak ve ortalama boyutunun 14.48 nm oldugunu
belirlemislerdir. Mikrodalga ile yapilan baska bir ¢alismada ihlamur (Tilia rubra
subsp. caucasica) gicek ekstrakti kullanarak elde edilen AgNP’lerin seklinin yuvarlak
ve boyutunun 24.77 nm oldugu belirtilmistir (Yigit ve Tiirkkan, 2022).

4.7 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Findik yaprak ekstrakti ile optimum kosullarda sentez edilen AgNP’lerin
fonksiyonel gruplart FT-IR analizleri ile belirlenmistir. Sentez edilen AgNP’lerin
sentez ve stabilizasyonunda rol oynayan bitki ekstraktinin sahip oldugu ¢esitli
fitokimyasallarin rolii degerlendirilmistir. Findik yaprak ektsrakti ve AgNP’lerin FT-
IR spektrumu Sekil 4.7°de verilmistir. Bitki yaprak ekstraktinin FT-IR spektrumunda
10 major pik belirlenmis olup, bunlar 3741 ve 3309 cm™ O-H, alkol ve fenol gruplari,
2908 cm™* (C-H VE CHy; alifatik hidrokarbonlar), 2360 cm™ (O=C=0 gerilimi), 2183
cm™ (C=C gerilimi, alkin), 1597 cm™ (C=C), 1519 cm™ (N-0), 1315 cm™ (C-O ester
grup), 1041 cm? (O-H deformasyonu) ve 648 cm™ (C-C)’dir (Sekil 4.7a). FT-IR
spektrokopisinde findik yaprak ekstraktinda yer alan fonksiyonel gruplarin alkol,
fenaol, amin, korkanil ve ester gibi karakteristik 6zelliklerin absorbsiyon bantlarini
gostermektedir (Wactawek ve ark., 2018; Doganyigit ve ark., 2019; Yigit ve Tiirkkan,
2022). Flavonoid ve fenolik bilesikler muhtemelen m-elektron etkilesimi vasitasiyla
AgNP’lerin yiizeyine absorbe edebilir (Konvickova ve ark., 2018). Findik yaprak
ekstraktindaki karbonil ve hidroksil gruplarimin glimiis iyonlarinin indirgenerek AgNP
sentezinde rol oynayabilirler. Sentez edilen AgNP’lerin FT-IR spektrumunda 3734-
671 cm? araliginda O-H, N-H, C=C, C-N ve C-O gruplarindan kaynaklanan farkli
pikler gozlenmistir (Sekil 4.7b).
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Sekil 4.7 Findik Yaprak Ekstrakti (a) ve AgNP (b) FT-IR Spektrumu

4.8 Antifungal Aktivite

Findik yaprak ekstrakti kullanilarak yesil sentez yoluyla optimum kosullarda
elde edilen AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri 6 farkli Phytophthora tiiriine kars:
denenmistir. Calismada kullanilan en yiiksek konsantrasyonda (340 g ml*) AgNP’ler
P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. palmivora ve P.
nicotianae’nin misel gelisimini sirasiyla %81.67, %74.80, %73.54, %81.01, %74.50
ve %62.39 oraninda engellemistir. Tiim Phytophthora tiirleri i¢in AgNP’lerin ECso
degerleri 118.68-292.56 ug ml*! arasinda degismistir (Cizelge 4.4). Calismada higbir
Phytophthora tiirii i¢in tam engelleme gergeklesmedigi icin MIC degeri >340 pug ml™
olarak tespit edilmistir.



Cizelge 4.4 Findik Yaprak Ekstrakti ile Sentezlenen Giimiis Nanopartikiilllerin
Baz1 Phytophthora Tiirlerine Kars1 Toksisiteleri

Fungi ECso (ng/ml) MIC (pg/ml)
Phytophthora cactorum 124.97 (115.77-134.12) >340
P. capsici 215.01 (194.04-240.78) >340
P. cinnamomi 118.58 (104.97-131.94) >340
P. citrophthora 135.77 (123.55-148.21) >340
P. nicotianae 118.68 (107.58-129.59) >340
P. palmivora 292.56 (280.36-307.62) >340

Etkili konsantrasyon (%50)
Minimum engelleyici konsantrasyon

Daha onceki birka¢ calismada, farkli bitki Ozleri tarafindan sentezlenen
AgNP’lerin ¢esitli fitopatojenik funguslara karsi giiglii antifungal aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Krishnaraj ve ark. (2012), Botrytis cinerea, M. phaseolina, R.
solani ve S. sclerotiorum dahil olmak {iizere bazi sklerotlu funguslarin misel
biiyiimesinin, 1500 pg ml* konsantrasyonundaki A. indica-AgNP'ler tarafindan biiyiik
Olglide engellendigi bildirmistir. Al-Zahrani ve Al-Garni (2019), pirasa (Allium
ampeloprasum) kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin MIC degerlerinin farkli
Aspergillus tiirleri i¢in 652 ile 2500 pg ml™? arasinda degistigini belirlemislerdir. Pelin
otu (Artemisia absinthium) kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin ise P. capsici, P.
cinnamomi, P. infestans, P. katsurae, P. palmivora, P. parasitica ve P. tropicalis gibi
farkli Phytophthora tiirlerine karst 100 pg ml™’den ¢ok daha diisiik MIC degerine
sahip oldugu gozlenmistir (Ali ve ark., 2015). Ancak bu farkliliklar, AgNP’lerin
sentezine aracilik eden bitkilerin biyokimyasal iceriklerinden ve hedef
organizmalardaki farkliliktan kaynaklanmis olabilir. AgNP’lerin toksisitesinin ¢ok
kiiglik yapilari, sekilleri ve formlart ile ilgili oldugu ve AgNP’lerin mikrobiyal hiicreye
girdikten sonra hiicre organellerinin normal fonksiyonlarin1 bozarak etki ettigi

varsayillmaktadir (Buzea ve ark., 2007).
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5. SONUC ve ONERILER

Yapmis oldugumuz tez calismasi kapsaminda mikrodalga firin vasitasiyla
findik yaprak ekstrakt1 ile Ag* iyonlarmin Ag® iyonlarina indirgenmesi saglanarak
nano boyutta sentezi gerceklestirilmistir. AgQNP sentezi igin belirlenen bagimsiz
degiskenler (giimiis nitrat konsantrasyonu, findik yaprak ekstrakt/AgNOs orani,
reaksiyon siiresi) optimize edilmis olup, optimum kosullarda sentez gerceklestirilerek
elde edilen findik ekstrakti giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu yapilmis ve
antifungal aktivitesi incelenmistir. Arastirma kapsaminda asagida yer alan sonuglara

ulasilmistir.

1. Mikrodalga firin vasitasiyla giimiis nanopartikiil sentezinin geleneksel
1sitma yontemlerine gore ¢ok daha hizli olup, 90 saniye gibi ¢ok kisa bir siirede

gerceklesmesini saglamistir.

2. Kullanilan yoOntemle sentezlenen findik yaprak ekstrakti giimiis
nanopartikiillerin UV-Vis spektral zirveleri literatiirde belirtilen aralikta olup, AgNP
396-411 nm arasindadir.

3. Sentez i¢in se¢ilen bagimsiz degiskenler; giimiis nitrat konsantrasyonu (mM)
findik yaprak ekstrakt/AgNO3 orani, reaksiyon siiresi (Sn) olup, optimizasyon igin
yanit ylizey yontemi kullanilmistir. Yanit olarak UV-Vis spektroskopisinde 350-420
nm araligindaki spektral alan trapezoidal yontem kullanilarak excel ile hesaplanmis ve
bu alanin maksimize edilmesi amaglanmistir. Calisma sonunda optimum kosullar;
reaksiyon siiresi i¢in 90 saniye, giimiis nitrat konsantrasyonu i¢in 5 mM ve findik

yaprak ekstrakt/AgNO3z orani i¢in ise 0.1 olarak belirlenmistir.

4. Findik yaprak ekstrakti ve elde edilen giimiis nanopartikiillerin FT-IR
spektrumlar1 incelendiginde parmak izi bolgesi olarak adlandirilan 1627 ile 1041 cm”
! dalga boyu arasindaki baglarin benzerligi; Ag* iyonlarmin indirgenmesinde findik

yaprak ekstraktindaki fonksiyonel gruplarin rol aldigin1 géstermistir.

5. Optimum kosullarda sentezlenen AgNP’lerin yiizey morfolojisi ve boyutu
TEM ile belirlenmis olup, optimum kosullarda sentez edilen AgNP’lerin boyutlarinin

ortalama degerlerinin 19.67 nm oldugu belirlenmistir.

6. Antifungal aktivite calismalarinda sentez edilen AgNP’lerin P. cactorum, P.
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capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. palmivora ve P. nicotianae tiirlerine kars1
toksik aktivite sergiledigi belirlenmistir. Ttim Phytophthora tiirleri igin AgNP’lerin
ECso degerleri 118.68-292.56 ng ml? arasinda degismektedir. Ayrica MIC degerinin

ise >340 pug mI¥’in iizerinde oldugu bulunmustur.

Calisma sonucunda Tirk findik yaprak ekstraktinda bulunan fonksiyonel
gruplar aracihiiyla Ag® iyonlarimin indirgenerek nano boyutta sentezin
gergeklestirilebilecedi goriilmiis; sentez kosullart yanit yilizey yontemi ile optimize
edilerek yiiksek verimde tiretim gergeklestirilmistir. Tiirk findig1 yaprak ekstrakti ile
sentezlenen AgNP’lerin antifungal aktivite sergilemesi bitki fungal hastaliklar ile

alternatif bir miicadele yontemi olarak kullanilmasinin 6niinii agmistir.
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